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論文内容要旨
監目的遇
 腎炎及び高血圧の病態生理にメサンギウム細胞及び血管平滑筋細胞の増殖が重要な役割を果た
 している。一方,アラキドン酸代謝産物は臓器や組織の病態生理に関与することが明かになって
 いる。腎メサンギウム細胞及び血管平滑細胞ではシクロオキシゲナーゼ依存性プロスタグランディ
 ン(PG)が,オ一夕コイドとして細胞の収縮と増殖を修飾することが明らかにされている。近
 年,アラキドン酸代謝の第三経路としてチトクロムP450により代謝される経路の存在も明らか
 にされ,その代謝産物のエポキシエイコサトリエン酸(EETs)も細胞収縮と増殖作用に関与す
 ることが示唆されている。しかし,それらのエイコサノイドの生理活性や細胞増殖作用,病態生
 理的意義についてはまだ充分に解明されていない。
 本研究では休止期の細胞を用いて,腎や血管平滑筋におけるエイコサノイドと細胞増殖との関
 連,特に,血清やアンジオテンシンII(Al),エンドセリン(ET),バゾプレッシン(AVP)
 などの各種脈管作動物質による細胞増殖機序におけるチトクロムP450依存性アラキドン酸代謝
 産物の役割を検討した。
 ζ方法遇
 ラットの培養腎メサンギウム細胞および4週齢の自然発症高血圧ラット(SHR)と対照のWi
 star-Kyotoラット(WKY)由来血管平滑筋細胞(VSMC)を用いて以下の検討を行った。休
 止期の細胞に血清を再添加して,その後の細胞増殖とアラキドン酸カスケードの変化を検討した。
 DNA合成能は[3H]チミジンの取り込みで,細胞増殖はCoultercounterZM型にで測定した
 細胞数で,アラキドン酸代謝産物の分析は逆相一HPLC法を用いて検討した。また,アラキドン
 酸代謝酵素抑制剤,すなわちチトクロムP450抑制剤のケトコナゾール(Keto)と7一エトキシ
 レゾルフィン(7ER),リポキシゲナーゼ抑制剤のパイカレイン(Baic)およびシクロオキシゲ
 ナーゼ抑制剤のインドメサシン(lndo)の細胞増殖に対する作用も検討し,さらにA丑,ET,
 AVPなどの血管作動性物質とその選択的拮抗剤の作用も検討した。
 【結果男
 (1)休止期及び成長期の腎メサンギウム細胞ではシクロオキシゲナーゼ代謝産物のPG産生のみ
 ならず,チトクロムP450依存性アラキドン酸代謝産物のEETsも産生される。(2)チトクロム
 P450依存性EETsの産生能は血清の再添加により細胞のDNA合成と同様に時間経過にともな
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 い増加するが,その産生ピークはDNA合成能のピークの前に認められた。(3)エポキシゲナーゼ
 の抑制剤は血清によるEETs産生能とDNA合成能の増加のみならず,細胞増殖も抑制した。シ
 クロオキシゲナーゼ抑制剤ではDNA合成能と細胞増殖が逆にやや増加傾向を示した。(4)脈管作
 動物質のAH,ETとAVPも休止期細胞のEETs産生を促進し,特にAVPではV1受容体を介
 することが明らかになった。(5)シクレタニンはVSMCのPGI・産生を促進させ,血清による細
 胞増殖の促進作用を抑制した。(6)VSMCでも人の閉塞性動脈硬化症血管でもチトクロムP450依
 存性アラキドン酸代謝産物の一つであるEETsが産生される。(7)SHRのVSMCにおけるEETs
 の産生はWKYより多く,休止期から増殖期に入る細胞ではエポキシゲナーゼの活性が亢進し,
 抑制剤Ketoの前処置で抑制されたが,BaicあるいはIndoでは抑制されなかった。細胞増殖も
 SHRの方がWKYより亢進し,両系ラットともにKetoの前処置群でのみ有意に抑制され,Baic
 あるいはIndoの前処置群では抑制されなかった。
 【結論彊
 結論としてメサンギウム細胞及び血管平滑筋細胞におけるアラキドン酸代謝産物は細胞増殖の
 制御に関与し,チトクロムP450依存性エポキシゲナーゼ代謝産物は細胞増殖を促進し,シクロ
 オキシゲナーゼ代謝産物は細胞増殖を抑制する。SHRにみられる細胞増殖機能の亢進は上昇し
 たエポキシゲナーゼ活性とそれによるアラキドン酸代謝産物が関与している可能性がある。この
 ような細胞内エイコサノイド生合成酵素活性の変化により細胞増殖制御が破綻し動脈硬化症や腎
 炎などの進展がもたらされている可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 腎炎と高血圧の病態生理にメサンギウム細胞と血管平滑筋細胞(VSMC)の増殖が重要な役割
 を果している。それらの細胞増殖に,シクロオキシゲナーゼ系のアラキドン酸代謝産物が関与し
 ていることが明らかにされてきた。しかし,シクロオキシゲナーゼやリポキシゲナーゼ系のみで
 は解釈の困難な成績も多い。最近になって,チトクロムP450がアラキドン酸に直接作用して生
 理活性物質を産生し,アラキドン酸代謝の第三経路として作動していることが明らかにされ,注
 目されている。
 本研究は,メサンギウム細胞とVSMCにおけるアラキドン酸代謝系の特徴を明らかにして,
 それらの病態生理的役割,特に細胞増殖作用について検討したものである。
 本研究では,ラットの培養腎メサンギウム細胞並びに自然発症高血圧ラット(SHR)と対照
 のWistar-Kyotoラットの培養VSMCを用い,アラキドン酸カスケードの変化とDNA合成能
 を検討した。その成績では,①休止期及び成長期の腎メサンギウムではシクロオキシゲナーゼ代
 謝産物のPG産生のみならず,チトクロムP450依存性アラキドン酸代謝産物のエポキシエイコ
 サトリエン酸(EETs)も産生されること,②チトクロムP450依存性EETsの産生能は細胞の
 DNA合成と同様に時間経過に伴い増加するが,その産生ピークはDNA合成能のピークの前に
 認められたこと,③エポキシゲナーゼの抑制剤は血清によるEETs産生能とDNA合成能の増加
 のみならず,細胞増殖も抑制したこと,④シクロオキシゲナーゼ抑制剤ではDNA合成能と細胞
 増殖が逆にやや増加傾向を示したこと,⑤SHRのVSMCにおけるEETsの産生はWKYより多
 く,休止期から増殖期に入る細胞ではエポキシゲナーゼの活性が亢進し,抑制剤ケトコナゾール
 (Keto)の前処置で抑制されたが,インドメサシン(lndo)では抑制されなかったこと,⑥細胞
 増殖もSHRの方がWKYより亢進し,両系ラットともにKetoの前処置群でのみ抑制され,
 Indoの前処置群では抑制されなかったことが明らかにされた。すなわち,メサンギゥム細胞と
 VSMCではシクロオキシゲナーゼ系のプロスタサイクリンとチトクロムP450系のEETが産生
 されている。これらの代謝産物は細胞増殖について,前者は抑制し,後者は促進する作用があり,
 相拮抗していることが初めて明らかにされた。特に,細胞増殖に際しては,プロトオンコジーン
 の誘導が起こり,続いてエポキシギナーゼが誘導されてEETの産生が起こり,その後細胞の
 DNA合成が刺激されることを見いだした。さらに,SHRのVSMCの細胞増殖機能の亢進にエ
 ポキシゲナーゼ代謝産物が関与することも明らかにした。静止期の細胞ではアラキドン酸は主に
 シクロオキシゲナーゼにより代謝され,細胞増殖が抑制されているが,なんらかの刺激によりエ
 ポキシゲナーゼが誘導されるとEET産生が起こり,細胞の増殖制御が破綻し,動脈硬化症や腎
 糸球体硬化症などが起こる可能性を示す重要な研究成績であり,学位授与に値すると考えられる。
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